7aktad Biochemii Farmaceutycznej
i Diagnostyki Molekularnej
7z Pracownia Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki

tel/fax: +48 42 677-91-26
e-mail: D_larel\’.mimwski@umed.lodz. D

prof. dr hab. n. farm. Marek Mirowski

+6dz, 28 grudnia 2023 r.

Ocena
dorobku naukowego, dydaktycznego i organizacyjnego dr n. med. Rafata Kretowskiego
w postgpowaniu 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk
o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne przygotowana na zlecenie Kolegium Nauk
Farmaceutycznych, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z dnia 6 listopada 2023 r.

Informacje o Kandydacie

Dr n. med. Rafal Kretowski ukonczyt Wydziat Farmaceutyczny z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej w Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku w roku 2008 uzyskujac tytut zawodowy
magistra analityki medycznej. W tym samym roku rozpoczat prace w Zaktadzie Biochemii
Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku jako asystent naukowo-dydaktyczny, a od 2016 r. adiunkt naukowo-
dydaktyczny.

W 2014r. w tej samej jednostce uzyskat stopiert doktora nauk medycznych w dyscyplinie
biologia medyczna na podstawie rozprawy zatytutowanej ,Regulacyjna rola biatka opiekunczego
ORP150 w metabolizmie kolagenu w komérkach raka sutka linii MCE-7” , ktorej promotorem byta
prof. dr hab. Marzanna Cechowska-Pasko.

Ocena dorobku naukowego i dziatalnoéci badawczej przed uzyskaniem stopnia dr n. medycznych

Dorobek naukowy tego okresu (2010 — 2014) obejmuje 8 publikacji, z ktérych 7 (P1-P7)
posiada IF 0 tacznej wartosci 11,718 i punktacji MEIN 135 zgodnej z rokiem opublikowania i 450 wg.
listy z 2021 r. Pierwsza publikacja w dorobku Habiltanta z 2010 r zostata przedstawiona w
Farmaceutycznym Przegladzie Naukowym.

Ten cykl prac poswigcony jest ocenie wptywu stresu siateczki $roédplazmatycznej,
indukowanego niedoborem glukozy na syntezg i degradacje kolagenu, na apoptoze i starzenie sie
w komérkach raka gruczotu sutkowego - linia MCF-7. Do najwazniejszych osiggnie¢ w tym cyklu
zaliczy¢ mozna wykazanie, ze niedobor glukozy prowadzi do uposledzenia syntezy kolagenu,
indukowania biatka opiekunczego ORP150, ktére chroni kolagen przed nadmierng jego degradacja
oraz stymulacji ekspresji czynnika transkrypcyjnego NF-kB, aktywacji procesu autofagii i
sahamowania procesu starzenia. Co ciekawe komorki kontrolne (fibroblasty skory) w tych samych
warunkach niedoboru glukozy ulegaty procesowi starzenia (prace P8, P1 i P3 - zgodnie z
przedstawionym wykazem osiggnig¢ naukowych).

W kolejnych pracach (P5 i P6) zbadano wptyw bortezomibu na apoptozg komoérek raka
gruczotu sutkowego linia MDA-MB-231 w odniesieniu do komérek kontrolnych, fibroblastéw skory
ludzkiej (linia CRL-1474). Zaobserwowano jego silne proapoptotyczne dziatanie jedynie na komaorki
raka. W fibroblastach, obok braku indukcji apoptozy zaobserwowano indukcje procesu starzenia i
nasilong ekspresje ORP150.



Kolejny kierunek badawczy podejmowany przez Habilitanta dotyczyt wptywu stresu
oksydacyjnego, wywotywanego nadtlenkiem wodoru i tert-butylem, na fibroblasty skéry ludzkiej.
W tym nurcie skoncentrowano uwagg na naturalnych zwigzkach m. in. anetol. Zaobserwowano, ze
fibroblasty w warunkach stresu syntetyzowaly znaczgco mniej biatek kolagenowych i
charakteryzowaty sie zwigkszong apoptozg w poréwnaniu z kontrolg. Anetol w stezeniu 0,5uM okazat
sie czynnikiem protekcyjnym przed stresem oksydacyjnym co przejawiato sig w jego przeciwdziataniu
apoptozie i nasilaniu syntezy kolagenu. Wykazano réwniez, ze traktowanie komdrek H,0, nasila
aktywnos¢ MMP-2 i MMP-S oraz aktywnoé¢ egzoglikozydaz z wyjatkiem B-glukuronidazy (prace P2 i
P7).

Kolejny kierunek dotyczyt badania 7ywotnosci komorek raka jelita grubego (linia DLD-1) pod
wptywem metronidazolu, chemioterapeutyku o udokumentowanym dziataniu pierwotniako- i
bakteriobdjczym, wobec drobnoustrojow beztlenowych. Zaobserwowano nasilanie procesu apoptozy
(praca P4).

W 2014r. Habilitant uzyskat stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia
medyczna na podstawie rozprawy doktorskiej pt.: ,Regulacyjna rola biatka opiekuriczego ORP150 w
metabolizmie kolagenu w komérkach raka sutka linii MCF-7”, ktéry przedstawit Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.
Promotorem rozprawy doktorskiej byta prof. dr hab. Marzanna Cechowska-Pasko a recenzentami
prof. Jerzy Patka i prof. Wojciech Mielicki.

Omdéwienie osiggniecia naukowego

Osiaggniecie naukowe Habilitanta pt.: ,Efekty dziatania nanoczastek krzemionki i
zredukowanego tlenku grafenu na wybrane komorki nowotworowe w warunkach in vitro” sktada sig
z cyklu 4 prac oryginalnych o sumarycznym IF wynoszgcym 22,128 pkt. i punktacji MEIN 455 pkt. (520
pkt. MNiSzW z 2021r.). Zaprezentowane prace s3 dobrze wyselekcjonowane, charakteryzuja sig
wysokimi wspdétczynnikami oddziatywania, stanowia spdjng catos¢ i posiadajg elementy nowosci
naukowej. Do osiagniecia zostaty wybrane prace eksperymentalne opublikowane w latach 2017 -
2023 w Nanomaterials: 2017: 7, 8, E230, 22 pp. (IF=3,504; pigciu wspotautorow); International
Journal of Molecular Sciences: 2021: 22, 22, 17 pp. (IF=6,208; dwdéch wspétautorow); International
Journal of Molecular Sciences: 2022: 23, 16, 20 pp. (IF=6,208; jeden wspofautor) i International
Journal of Molecular Sciences: 2023: 24, 3, 14 pp. (IF=6,208; dwodch wspoétautordw). We wszystkich
pracach osiggniecia naukowego dr Rafat Kretowski jest pierwszym i korespondencyjnym autorem. w
ww. pracach swoj udziat procentowy ocenia kolejno na 70%, a w nastepnych trzech pracach na 80%.

Osiggniecie naukowe dotyczy dziatania nanoczastek krzemionki (SiNPs) i zredukowanego
tlenku grafenu (rGO) na komorki nowotworowe w warunkach in vitro. Ze wzgledu na unikalne
wihaéciwoéci fizykochemiczne nanoczastek staty sig one bardzo obiecujgce w poszukiwaniu nowych
terapii przeciwnowotworowych. Habilitant w przedstawionym do oceny osiggnigciu naukowym
postawit dwa gtdwne cele. W pierwszym analizuje profil nanotoksykologicznego dziatania rGO i SiNPs
na wybranych liniach komorek nowotworowych w poréwnaniu do prawidfowej linii fibroblastéw, a w
drugim bada efekty biologicznego dziatania, wybranych nanomateriatow w analizowanych liniach
komorkowych, determinujacych obserwowany efekt cytotoksyczny.

W pierwszej pracy z cyklu H1 (Nanomaterials: 2017: 7, 8, E230, 22 pp.) dr R. Kretowski swoje
dziatania rozpoczat od oceny efektow komdrkowych i molekularnych dziatania nanoczastek
krzemionki (SiNPs) na ludzkie komorki glejaka wielopostaciowego moézgu. W pierwszym kroku
wykazat roznice w wartosci potencjatu zeta { i rozmiarach SiNPs w zaleznosci od osrodka
dyspersyjnego. Nastepnie, w komorkach glejaka wielopostaciowego mdézgu w hodowli in vitro (linia
LBC3 i LN-18) oraz kontrolnych fibroblastach skory ludzkiej (CRL-1474) okreslit cytotoksycznosc¢
testem MTT, trzech réznej wielkosci nanoczastek krzemionki (SiNPs): 7nm, 5-15 nm oraz 10-20 nm w
dawkach wzrastajacych od 12,5 pg/ml do 1000 pg/ml. Najbardziej efektywnie okazaty sie
nanoczasteczki krzemionki (SiNPs) o stezeniu 50 pg/ml i 100 pg/ml i rozmiarze w przedziale od 5 do
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15 nm. Jak wykazano za pomocg analizy llosciowej ekspresji genéw (QRT-PCR) w komérkach LBC3
poziomy mRNA dla gendw proapoptotycznych Bim, Bax, Puma i Noxa ulegly znacznemu zwiekszeniu
w odniesieniu do poziomu ekspresji genu metabolizmu podstawowego RPL13a. Wynik ten zostat
potwierdzony w badaniu aktywnosci kaspazy-9. Zaobserwowano, indukcje cytotoksycznosci zalezng
od dawki i czasu wywotang SiNPs w komérkach glejaka wielopostaciowego mozgu Czego nie
obserwowano w komorkach fibroblastow skéry ludzkiej. Dalsze badania metodg cytometrii
przeptywowej z uzyciem aneksyny V znakowanej FITC oraz Pl pozwolily Habilitantowi na
potwierdzenie indukcji apoptozy w komdrkach glejaka (linia LBC3) poddanych traktowaniu SiNPs i
nekrozy w komdrkach LN-18. Ponadto wykazano, ze SiNPs w komodrkach LBC3 obniza potencjat btony
mitochondrialnej powodujac jej deformacje.

Aktywacje procesu autofagii w komdrkach LBC3 wykazano poprzez wzrost stosunku LC3-
I1/LC3-1 wykorzystujgc technike Western blot. Wynik ten potwierdzono technikg QRT-PCR obserwujac
zwigkszony poziom ekspresji genu Atg5 jak rowniez technikg mikrospopowg w ktdrej obserwowano,
po barwieniu komdérek bromkiem etydyny i oranzem akrydyny, w kompartmencie cytozolowym
tworzenie autofagosomoéw. Habilitant wykazat réwniez zalezny od czasu i dawki wzrost liczby
komérek z kwasnymi organellami pecherzykowymi (AVOs) po ich traktowaniu SiNPs o
wyselekcjonowanej wielkosci.

W podsumowaniu tej pracy mozna stwierdzi¢, ze Habilitant dobrze udokumentowat inhibicje
wzrostu komorek glejaka wielopostaciowego mézgu przez nanoczastki krzemionki (SiNPs) o wielkogci
5-15 nm na drodze indukowanej apoptozy i autofagii.

W kolejnej pracy wtaczonej do osiggnigcia naukowego H4 (Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 2037) dr
R. Kretowski analizuje mozliwy wptyw wyselekcjonowanych nanoczastek krzemionki (SiNPs), tym
razem na komorki raka sutka — estrogenoniezalezna linia MDA-MB-231 (ER-) oraz estrogenozalezna
linia ZR-75-1 (ER+). Nanoczastki SiNPs, o wielkosci 5-15 nm, w stezeniu 100 pg/ml, zmniejszaty
zywotnos¢ obu typodw komoérek. Kolejnym krokiem byto zbadanie wewngtrzkomdrkowej produkcji
RFT, peroksydacji lipidéw — TBARS i zawartosci grup tiolowych -SH wraz z okreéleniem stosunku
GSH/GSSG w obu ww. liniach komérek raka sutka. Habilitant wykazat indukcje syntezy RFT pod
wptywem SiNPs oraz obnizenie poziomu grup —SH, markera uszkodzen oksydacyjnych biatek, a takze
nasilenie peroksydacji lipidow (TBARS) i obnizenie stosunku glutationu zredukowanego do glutationu
utlenionego (GSH/GSSG). Nastepstwem wzmozonej syntezy RFT byto nasilenie stresu oksydacyjnego i
w konsekwencji indukcja cytotoksycznosci i apoptozy badanych komérek. SiNPs, w komdrkach linii
ZR-75-1 redukowaty potencjat bfony mitochondrialnej AWm, a w komdrkach linii MDA-MB-231 i ZR-
75-1 aktywowaty kaspaze-9 oraz kaspaze-3. Ciekawa wydaje sie obserwacja, ze wstepne traktowanie
komérek 5 mmol/l N-acetylo-L-cysteing (NAC) redukuje stres oksydacyjny — obserwowano obnizenie
RFT, ilosci TBARS, zwigkszenie stosunku GSH/GSSG i zawartosci grup tiolowych i obnizenie
cytotoksycznosci wywotanej przez SiNPs.

Kolejng badang przez Habilitanta nanoczgsteczka byt zredukowany tlenek grafenu (rGO).
Wyniki tych badan zostaty upublicznione w H2, H3 - Int J Mol Sci. 2021, 22;22(22):12593; Int J Mol
Sci. 2022, 18;23(16):9285.

W pierwszej pracy (H2) oceniono wplyw rGO na cytotoksyczno$é, zmiany morfologii,
proliferacje, stres oksydacyjny i apoptoze w szeregu linii komérkowych raka gruczotu sutkowego (T-
47D, MCF-7, ZR-75-1, MDA-MB-231 oraz HS 578T) hodowanych in vitro. Ocene cytotoksycznosci
oparto o test z dehydrogenazg mleczanowg (LDH) jak rowniez w oparciu o ocene integralnosci btony
komorkowej na cytometrze przeptywowym z uzyciem jodku propidyny (Pl). Dwie linie komdrkowe
(estrogenoniezalezna MDA-MB-231 i estrogenozalezna ZR-75-1) sposréd badanych po traktowaniu
rGO, w zakresie stezeri rGO od 25 pg/ml do 300 pg/ml, oceniane po 24 h i 48 h inkubacji uwalniaty w
sposob zalezny od dawki i czasu inkubacji LDH i zwigkszaty wychwyt Pl i one zostaly
wyselekcjonowane do dalszych badan. Polegaty one na ocenie wptywu rGO na poziom peroksydacji
lipidow, stosunek glutationu zredukowanego do glutationu utlenionego (GSH/GSSG) oraz poziom
grup tiolowych (-SH). Habilitant udowodnit wptyw rGO na nasilenie poziomu peroksydacji lipidéw
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(TBARS) i obnizenie stosunku GSH/GSSG, obnizenie zawartosci grup tiolowych i wzrost wytwarzania
RFT w obu wyselekcjonowanych do badan liniach komdrkowych. Dalsze badania cytometryczne
komorek z uzyciem barwnika fluorescencyjnego DAPI jednoznacznie wskazaty, ze komérki MDA-MB-
231 i ZR-75-1 wykazywaty typowe zmiany wystepujace w morfologii komdrek apoptotycznych.
Barwienie fioletem krystalicznym pozwolito wykazac indukcje zmian w obszarze btony komérkowej
jak i jagdra komorkowego wskazujace na zapoczatkowanie procesu apoptozy.

W pracy H3 badania kontynuowano na komérkach raka gruczotu sutkowego linii MDA-MB-
231 i ZR-75-1. Zakres stezert rGO wynosit od 10 pg/ml do 300 pg/ml, i zastosowano ten sam czas
inkubacji komoérek z badanymi nanoczastkami rGO, ktéry wynosit 24 h i 48 h. Najbardziej efektywne
dziatanie zaobserwowano dla rGO w stezeniu 100 pg/ml. rGO powodowat zalezng od czasu i dawki
redukcje zywotnosci obu badanych linii komérek raka gruczotu sutkowego. Po traktowaniu komérek
kontrolnych trzykrotnie wyzsza dawka rGO, fibroblasty skory ludzkiej linia CRL1474, tylko nieznacznie
zmniejszaty swojg zywotno$c. Obserwowanemu efektowi cytotoksycznemu towarzyszyt wzrost RFT w
obu badanych liniach komérkowych. Habilitant dowiddt, ze nanoczastki rGO indukowaty apoptoze na
drodze mitochondrialnej, obnizaty potencjat btony mitochondrialnej indukujgc zmiany morfologiczne
komorek. Te obserwacje zostaty potwierdzone technika Western blot, ktéra pozwolita wykaza¢ w
komorkach traktowanych rGO wzrost poziomu biatka Bax i obnizenie poziomu biatek Bcl-xI i Bcl-2
oraz badaniu dokumentujagcym wzrost aktywnosci kaspazy-9, kaspazy-3 jak i wzrost poziomu biatka
PARP. Po zaobserwowaniu spadku poziomu czynnika transkrypcyjnego NF-kB w komdrkach MDA-
MB-231 i ZR-75-1, pod wptywem rGO Habilitant sugeruje mozliwo$¢ indukcji apoptozy przez
hamowanie podjednostki biatkowej P65 czynnika NF-kB. Dalsza cytometryczna analiza cyklu
komorkowego wykazata podwyzszony odsetek komodrek raka gruczotu sutkowego w fazie S i subG1,
co takze moze Swiadczy¢ o indukcji procesu apoptozy. Dalszych dowodéw $wiadczacych o
zatrzymaniu cyklu komorkowego dostarczyta analiza Western blot dokumentujgca wzrost poziomu
biatka P21 w obu badanych liniach komdrkowych i wzrost poziomu biatka P53 w komdrkach linii ZR-
75-1.

Obok udokumentowania nasilonego procesu apoptozy w komérkach MDA-MB-231 i ZR-75-1
Habilitant obserwuje w badanych liniach komérek raka gruczotu sutkowego pod wpltyweh rGO
zwigkszone poziomy biatek zwigzanych z indukcja procesu autofagii (Atg5 i LC31/11).

Podsumowujgc osiggnigcie naukowe dr R. Kretowskiego warto podkredli¢ ze realizowana
tematyka badawcza wnosi elementy nowosci naukowych do ktérych zaliczy¢é mozna identyfikacje
molekularnych mechanizméw dziatania nanoczastek krzemionki i zredukowanego tlenku grafenu na
komorki nowotworowe w hodowlach in vitro. Wykazanie wybiérczego hamowania proliferacji
komdrek nowotworowych, réwniez tych wykazujgcych lekoopornosé¢, przez SiNPs oraz rGO co moze
dawac nadzieje na ich potencjalne wykorzystanie jako nanochemioterapeutykdw.

Wykazanie, ze mechanizm dziatania SiNPs oraz rGO polega na indukcji apoptozy i autofagii w
komérkach nowotworowych réznych molekularnych podtypdow.

Prace wybrane przez Habilitanta sg wieloautorskie. Wspdtautorzy swoimi podpisami
potwierdzili zgode na ich wykorzystanie w osiggnieciu naukowym dr R. Kretowskiego. Z analizy
os$wiadczen Habilitanta jak i wspotautoréw wynika ze wktad Habilitanta w ich przygotowanie i
upublicznienie byt wiodgcy. We wszystkich pracach byt On pierwszym i korespondencyjnym autorem,
wykonawcg wigkszoséci przeprowadzonych eksperymentéw, byt autorem koncepcji, analizowat i
interpretowat uzyskane wyniki. Nie nalezy jednak minimalizowa¢ wktadu innych cztonkéw zespotu,
ktorzy wykonywali zmudne oznaczenia za pomoca nowoczesnych technik biologii molekularnej
oznaczajac poziomy ekspresji gendw technika QRT-PCR, czy charakteryzujgc nanoczastki krzemionki i
analizujgc potencjat zeta, zmiany ultrastrukturalne w komdrkach nowotworowych z wykorzystaniem
mikroskopu elektronowego czy oznaczajgc parametry stresu oksydacyjnego. Mozliwoéé
przeprowadzenia tak szerokich analiz Swiadczy o umiejetnosci dr R. Kretowskiego bycia liderem
grupy, ktory potrafi stworzy¢ zesp6t badawczy w celu realizacji koncepcji naukowej.
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Dziatalnos¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora, dorobek naukowy Habilitanta ulegt znaczagcemu powiekszeniu.
Jak wynika z analizy bibliometrycznej obejmuje on lata 2015 — 2023 i w tym okresie opublikowane
zostaty 21 prace posiadajace sumaryczny IF wynoszacy 95,245 i punktacje MEIN réwng 1655 pkt.
Analiza tematyki prac pozwala na wyrdznienie kilku $ciezek badawczych:

1. Ocena wplywu stresu siateczki Srodplazmatycznej na wybrane linie komérkowe

W publikacji [P9] Kretowski R, Styputkowska A, Cechowska-Pasko M. Efficient apoptosis and

necrosis induction by proteasome inhibitor: bortezomib in the DLD-1 human colon cancer cell line.
Mol Cell Biochem. 2015;398(1-2):165-73, wykazano, ze bortezomib powodowat $mier¢ komérek raka
jelita grubego linii DLD-1 na drodze apoptozy i nekrozy.
W Swietle faktu, stosowania bortezomibu w leczeniu szpiczaka i braku tego typu danych w innych
typach nowotworéw podejmowanie préb wyjasnienia jego mechanizmu dziatania w innych
nowotworach (rak jelita grubego, rak sutka) jest uzasadniony. Watek zwigzany z wyjasnieniem
mechanizmu dziatania bortezomibu na apoptoze komérek raka sutka linii MDA-MB-231 w
odniesieniu do prawidtowych fibroblastéw skéry ludzkiej (linia CRL-1474) zostat omowiony w pracach
[P5 i P6] dorobku przed uzyskaniem stopnia doktora.

W kolejnej pracy ze wspoétautorstwem Kandydata [P22] Omeljaniuk WJ, Kretowski R,
Ratajczak-Wrona W, Jabtoriska E, Cechowska-Pasko M. Novel Dual PI3K/mTOR Inhibitor, Apitolisib
(GDC-0980), Inhibits Growth and Induces Apoptosis in Human Glioblastoma Cells. Int J Mol Sci.
2021;26;22(21):11511 zbadano apitolisib (GDC-0980) obiecujgcy nowatorski chemioterapeutyk o
podwodjnym dziataniu hamujgcym aktywno$¢ PI3K/mTOR na komérki glejaka wielopostaciowego
mozgu (linia A-172). Udowodniono, ze indukowat on zalezng od czasu i dawki cytotoksycznoéé jak
réwniez nasilat proces apoptozy.

2. Ocena wptywu deacetylaz histonéw na komérki glejaka wielopostaciowego mézgu

W kolejnych pracach ze wspotudziatem Habilitanta [P10] Kusaczuk M, Kretowski R, Styputkowska
A, Cechowska-Pasko M. Molecular and cellular effects of a novel hydroxamate-based HDAC inhibitor
- belinostat - in glioblastoma cell lines: a preliminary report. Invest New Drugs. 2016;34(5):552-64 i
[P12] Kusaczuk M, Kretowski R, Bartoszewicz M, Cechowska-Pasko M. Phenylbutyrate-a pan-HDAC
inhibitor-suppresses proliferation of glioblastoma LN-229 cell line. Tumour Biol. 2016;37(1):931-42
uwagg skoncentrowano na inhibitorach deacetylaz histonow (fenylomaslan - PBA i belinostat - Bel).
Oceniono ich wptyw na przezywalnos¢ komoérek glejaka wielopostaciowego mézgu. Zaobserwowano
cytotoksyczne dziatanie PBA jak i indukcje apoptozy i zatrzymanie cyklu komérkowego w hodowli
komorek linii LN229 i brak takiego efektu dla komérek LN-18. Interesujgce dane dotyczyty badania
poziomow wybranych biatek technikg cytometrii przeptywowej, Western blot a takze pozioméw
ekspresji genow kodujgcych analizowane biatka w ktorych wykazano wptyw PBA na wzrost poziomu
biatka P21 i brak modulowania poziomu biatka P53. Wykazano takze, 7e traktowanie komdrek PBA
powoduje obnizenie ekspresji gendw antyapoptotycznych (Bcl-2, Bcl-XL) i brak wptywu na poziomy
gendw proapoptotycznych (Bax i Bim).

Z kolei belinostat (Bel) w komdrkach LN-229 indukowat apoptoze i nasilat ekspresje
proapoptotycznych genow Puma, Bim, Chop i P21. W komérkach linii LN-18 zaobserwowano jedynie
wzrost P21. W komorkach LN-229 traktowanych Bel zaobserwowano wzrost pozioméw biatek
opiekuniczych z rodziny GRP78 i GRP94. W obu liniach komérkowych (LN-18 i LN-229)
zaobserwowano zmniejszenie liczby komérek w fazie S cyklu komérkowego.

3. Ocena wptywu nanoczgstek krzemionki na komdrki nowotworowe.
Ten kierunek badan zastuguje na szczegdlng uwage ze wzgledu na mozliwe wykorzystanie
nanoczastek jako innowacyjnych srodkéw leczniczych, ktére sg obiecujgce w rozwoju diagnostyki,
obrazowania, a takze w rozwoju terapii przeciwnowotworowych. W pracach [P16] Kusaczuk M,
Kretowski R, Naumowicz M, Styputkowska A, Cechowska-Pasko M. Silica nanoparticle-induced
oxidative stress and mitochondrial damage is followed by activation of intrinsic apoptosis pathway in
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glioblastoma cells. Int J Nanomedicine. 2018;12;13:2279-2294 i [P23] Kretowski R, Kusaczuk M,
Naumowicz M, Cechowska-Pasko M. The Pro-Apoptotic Effect of Silica Nanoparticles Depends on
Their Size and Dose, as Well as the Type of Glioblastoma Cells. Int J Mol Sci. 2021;30;22(7):3564
wykazano, ze nanoczastki krzemionki (SiNPs) zaleznie od wielkosci i dawki a takze czasu ekspozycji
dziatajg cytotoksycznie na komorki glejaka wielopostaciowego mdzgu poprzez generowanie RFT z
nastepujgcg indukcjg proceséw apoptozy i nekrozy. W powyzszych pracach wyselekcjonowano SiNPs,
0 najlepszej efektywnosci (wielko$¢ 5-15 nm), oraz wykazano, ze w zaleznoéci od warunkdow
ekspozycji, wielkosci i dawki, i typu komorek glejaka wielopostaciowego mdzgu, moga one wyzwalaé
zréznicowane efekty komadrkowe/molekularne.

4. Zwiazki naturalne o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym

Kolejny problem badawczy w ktéry wigczyt sie Habilitant dotyczy zwigzkéw pochodzenia
naturalnego o dziataniu przeciwnowotworowym. Zagadnienia te zostaty upublicznione w pracach:
[P15] Kruszewski M, Kusaczuk M, Kotynska J, Gal M, Kretowski R, Cechowska-Pasko M,
Naumowicz M. The effect of quercetin on the electrical properties of model lipid membranes
and human glioblastoma cells. Bioelectrochemistry. 2018;124:133-141.
[P18] Naumowicz M, Kusaczuk M, Kruszewski MA, Gal M, Kretowski R, Cechowska-Pasko
M, Kotynska J. The modulating effect of lipid bilayer/p-coumaric acid interactions on
electrical properties of model lipid membranes and human glioblastoma cells. Bioorg Chem.
2019;92:103242
[P25] Kusaczuk M, Kretowski R, Naumowicz M, Styputkowska A, Cechowska-Pasko M. A
Preliminary Study of the Effect of Quercetin on Cytotoxicity, Apoptosis, and Stress Responses
in Glioblastoma Cell Lines. Int J Mol Sci. 2022;25;23(3):1345.
Udokumentowano w nich, ze kwercetyna jak rowniez kwas p-kumarowy wykazujg dziatanie
cytotoksyczne w stosunku do komoérek glejaka wielopostaciowego mézgu w hodowli poprzez
indukowanie stresu oksydacyjnego z nastepujgcym procesem apoptozy. Zaobserwowano réwniez
wptyw badanych zwigzkéw naturalnych na przepuszczalnos¢ i tadunek powierzchniowy btony
komorkowej komérek glejaka.

Dr R. Kretowski jest wspotautorem 16 doniesien zjazdowych prezentowanych w okresie od
2010 do 2014 (przed uzyskaniem stopnia doktora) oraz 18 z okresu 2016 do 2019 (po uzyskaniu
stopnia doktora) z ktérych 6 zaprezentowat na zjazdach miedzynarodowych i 18 na zjazdach
krajowych. Warto podkresli¢ aktywno$¢ naukowa dr R. Kretowskiego jako studenta co zostato
udokumentowane Jego wystgpieniem ustnym na Trzeciej Miedzynarodowej Konferencji Naukowe;j
Studentéw Medycyny i Mfodych Doktoréw w Biatymstoku w roku 2007.

Analiza bibliometryczna

Z podsumowania analizy bibliometrycznej publikacji autorstwa dr R. Kretowskiego
opracowanej przez Dyrektora Biblioteki Gtéwnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku mgr
Danutg Dgbrowska-Charytoniuk na dzien 13 lutego 2023 roku wynika, ze w dorobku naukowym
Habilitanta znajduje sig 28 prac posiadajgcych IF o tacznej wartosci 106,963 i punktacji MEIN
wynoszgcej 1796 pkt. Liczba cytowani 170 bez autocytowan 142 indeks H wynosi 9 wg. bazy Scopus.

Nagrody naukowe:

Dziatalno$¢ naukowa dr R. Kretowskiego w latach 2012 — 2021 byta wyrdzniana przez M
Rektora Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku jednokrotnie zespotowa oraz indywidualnymi
nagrodami | stopnia — pieciokrotnie i Ill stopnia - trzykrotnie.

W roku 2012 dr R. Kretowski zostat stypendystg Europejskiego Programu Operacyjnego
Kapitat Ludzki: ,Studiuje, badam, komercjalizuje — program wsparcia doktorantéw UMB”.
Stypendium wspotfinansowane przez Unie Europejska, w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego (1.10.2012r. do 30.09.2013r.)



Projekty badawcze

Dziatalnos¢ naukowa dr R. Kretowskiego byta gtéwnie finansowana ze érodkéw statutowych.
Przed uzyskaniem stopnia doktora kierowat czterema tematami w latach 2011 do 2014. W latach
2010 -2014 byt takze wspotwykonawcg w 10 projektach finansowanych w ramach dziatalnosci
statutowej. Po uzyskaniu stopnia doktora w okresie 2015 - 2023 kierowat 5 projektami, kolejny,
szOsty jest w toku realizacji. Byt takze wykonawcg w 19 projektach finansowanych z dotacji
statutowej. Dwa zadania badawcze z roku 2023 sg jeszcze realizowane. Tematyka tych zadan znalazta
odzwierciedlenie w publikacjach, ktére zostaty juz oméwione.

Po uzyskaniu stopnia doktora Kandydat byt wspétwykonawcg w projekcie finansowanym
przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) - PRELUDIUM 9 zatytutowanym: ,Wptyw kwasu
tauroursodeoksycholowego (TUDCA) na redukcje stresu $rédplazmatycznego w  komdrkach
chondrocytéw jako nowy potencjalny kierunek wspomagania funkcjonowania chrzastki stawowej” o
numerze 2015/17/N/NZ7/01094 realizowanym w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej, Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Aplikowat z sukcesem do Narodowego Centrum Nauki (NCN) — o grant MINIATURA 2
(2018/02/X/NZ3/00030), pt.: ,Zredukowany tlenek grafenu (rGO) jako czynnik indukujacy hipoksje
oraz modulator apoptozy w komodrkach raka sutka inkubowanych w obecnoéci inhibitora
proteasomow”. Projekt zostat zakonczony i rozliczony.

Staze naukowe

Dr R. Kretowski odbyt szereg, krétkoterminowych stazy naukowych w oérodkach polskich,
podczas ktorych opanowywat techniki badawcze niezbedne w realizowaniu swoich zadan naukowych
m. in. na Wydziale Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu gdzie doskonalit swéj warsztat w zakresie
prowadzenia hodowli komérkowych, metod spektrofotometrycznych wykorzystywanych w analizie
homeostazy komoérkowej oraz w bioobrazowaniu komdrek nowotworowych przy uzyciu technik
mikroskopii konfokalnej.

Kolejny staz w Centrum Innowacji Badari i Nauki w Lublinie, dotyczacy poszukiwania
roslinnych substancji o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym oraz rodlinnych substancji i
surowcow zapachowych, metod oznaczania jakoéci surowcéw farmaceutycznych i kwalifikacji
farmakopealnej.

W okresie od 2009 do 2023 r. podnosit swoje kompetencje zawodowe biorgc udziat w 10
szkoleniach, 3 seminariach, 2 warsztatach i 2 kursach.

Odbycie ww. stazy, szkolen, warsztatdw i kurséw pozwolito Habilitantowi na opanowanie
solidnego warsztatu metodycznego do ktérego mozna zaliczy¢ takie metody badawcze jak: hodowla
komorek in vitro, cytometria przeptywowa, analiza rozktadu wielkoéci, objetoéci oraz liczby komoérek,
bioobrazowanie metodg mikroskopii fluorescencyjnej, hodowle guzéw nowotworowych in ovo,
analize elektroforetyczng biatek z ich identyfikacjg technika Western blot oraz ilosciowg metode
badania poziomu ekspresji gendw w czasie rzeczywistym — QRT-PCR.

Niestety Habilitant nie odbyt zadnego stazu w osrodku zagranicznym, jednak Jego dorobek
naukowy jest rozpoznawany w gremiach miedzynarodowych o czym mogg $wiadczy¢ zaproszenia do
recenzowania publikacji w takich czasopismach jak: Antioxidants, Biomolecules, Cancers, Cells,
International Journal of Nanomedicine, Nanomaterials, Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej,
Veterinari Science.

Wspotpraca z sektorem gospodarczym

Dr R. Kretowski byt wykonawca prac badawczo-rozwojowych w ktérych oceniano wptyw
nanowody na wybrane parametry wzrostu komoérek raka jelita grubego linii DLD-1, biataczki
limfoblastycznej linii MOLT-4 oraz fibroblastow, wykonywanych na zlecenie firmy STOMADENT,
Zdzistaw Oszczeda z siedzibg w Bolestawcu.



Habilitant jest takze wspotautorem patentu krajowego: Niemirowicz Katarzyna, Car Halina,
Kretowski Rafat, Cechowska-Pasko Marzanna, Wilczewska Agnieszka Zofia. Numer patentu: 232982 —
Sposoéb otrzymywania i zastosowania multifunkcjonalnego nanosystemu. Polska, Urzad Patentowy
RP.

Wspotpraca naukowa

Habilitant prowadzit badania we wspétpracy z zespotem kierowanym przez prof. dr hab.

Agnieszkg Zofig Wilczewskg, kierownika Zaktadu Polimeréw i Syntezy Organicznej Uniwersytetu w
Biatymstoku w zakresie badan nanoczgstek magnetycznych z powtoka aminosiloksanowa
(MNP@NH2) i ich pochodnymi zawierajagcymi kwas foliowy (MNP@NH-FA). W prowadzonych
badaniach wykazano, ze nanosystemy MNP@NH2 i MNP@NH-FA w hodowli komdrek raka jelita
grubego linii DLD-1 ulegajg internalizacji, a lokujgc sie w jadrze komdrkowym indukujg apoptoze
komorek. Z kolei zawarty w nanosystemach kwas foliowy powodowat przyspieszong eliminacjg
nanostruktur z ksenograftéw wszczepionych do organizmu myszy, ktére powodowaty redukcje masy
guza i nasilong ekspresje aktywnej formy kaspazy-3 w modelu mysim (zatacznik 4, pkt Il, ppkt 4B,
publikacja nr P13) - (Niemirowicz K., Car H., Sadowska A., Watek M., Kretowski R., Cechowska-Pasko
M., Wilczewska A. Z., Mystkowska J., Kasacka I., Torres A., Bucki R. Pharmacokinetics and anticancer
activity of folic acid-functionalized magnetic nanoparticles. Journal of Biomedical Nanotechnology:
2017: 13, 6, s. 665-677.
Wspotpraca ta zaowocowata wspolnym - patentem dotyczagcym sposobu  otrzymywania
multifunkcjonalnego nanosystemu z rdzeniem z materiatu magnetycznego i powtoky z polimeru.
Otrzymane multifunkcjonalne nanoczgstki miaty dualistyczny charakter, magnetyczny oraz
fluorescencyjny. Wnikaty one do komoérek i lokalizowaty sie w jgdrach komérkowych. Otrzymany
multifunkcjonalny nanosystem umozliwia terapie celowang lub detekcje komdrek, w szczegéinosci
tych zmienionych nowotworowo (zatgcznik 4, pkt 3,
ppkt 3) - Niemirowicz Katarzyna, Car Halina, Kretowski Rafat, Cechowska-Pasko Marzanna,
Wilczewska Agnieszka Zofia. Numer patentu: 232982 — Sposob otrzymywania i zastosowania
multifunkcjonalnego nanosystemu. Polska, Urzad Patentowy RP.

Habilitant wspotpracowat réwniez z prof. dr hab. Beatg Kolesiriskg, kierownikiem Instytutu
Chemii Organicznej Politechniki todzkiej. Wspotpraca pozwolita na wyselekcjonowanie z grupy
nowych pochodnych 1,3,5-triazyny zwigzku f12 z trzema grupami 2-chloroetyloaminowymi, ktéry w 3
liniach komorkowych glejaka wielopostaciowego (LBC3, LN-18 oraz LN-229) indukowat zalezng od
czasu i dawki cytotoksycznos¢ i apoptoze (zatgcznik 4 pkt I, ppkt 4B, publikacja nr P19) - Kretowski
Rafat, Drozdowska Danuta, Kolesinska Beata, Kaminski Zbigniew, Fraczyk Justyna, Cechowska-Pasko
Marzanna. The cellular effects of novel triazine nitrogen mustards in glioblastoma LBC3, LN-18 and
LN-229 cell lines. Investigational New Drugs: 2019: 37, 5, s. 984-993.

Bardzo owocng okazata sie wspdtpraca Kandydata z dr hab. Agatg Jabtonska-Trypué z Katedry
Chemii, Biologii i Biotechnologii Politechniki Biatostockiej, ktdrej efekty zostaty zaprezentowane jako
osiggnigcie naukowe dr R. Kretowskiego. Koncentrowata sie ona na kilku aspektach, z ktdrych
pierwszy dotyczyt oceny parametréw stresu oksydacyjnego w komodrkach glejaka wielopostaciowego
oraz raka gruczotu sutkowego pod wptywem nanoczastek krzemionki (SiNPs) i zredukowanego tlenku
grafenu (rGO) (zatacznik 4, pkt |, ppkt 2, publikacja H-2 i H-4 osiggniecia naukowego). A kolejny
rozwigzywany wspolnie problem badawczy dotyczyt okreslenia wptywu nowych pochodnych,
komplekséw doksorubicyny (DOX) z metalami (Mg, Mn, Co, Ni, Fe, Cu, Zn) na apoptoze, cykl
komédrkowy, zywotnos¢, proliferacje i cytotoksycznos¢ w komédrkach raka sutka linii MCF-7. W
badaniach wyselekcjonowano kompleksy z DOX z Mg, Mn i Ni (Mg-DOX, Mn-DOX, Ni-DOX), ktore
dziataty efektywnie w stezeniu 0,5 uM. Badania wykazaty, ze doksorubicyna w kompleksie z
okre$lonymi metalami moze by¢ bardziej skuteczna od samej doksorubicyny (zatacznik 4 pkt II, ppkt
4B, publikacja nr P14) - Jabtoriska-Trypué¢ Agata, Swiderski Grzegorz, Kretowski Rafat, Lewandowski
Witodzimierz. Newly synthesized doxorubicin complexes with selected metals-synthesis, structure
and anti-breast cancer activity. Molecules: 2017: 22, 7, E1106, 21pp.



W kolejnym zadaniu realizowanym we wspétpracy, zwrécono uwage na mozliwoéé
zmniejszania niekorzystnego dziatania DOX, indukujacej stres oksydacyjny w fibroblastach skéry
ludzkiej, poprzez inkubacje komodrek ze zwigzkami polifenolowymi takimi jak kwas cykoriowy (CA).
Dowiedziono, ze potaczenie DOX z CA wykazywato dziatanie cytoprotekcyjne, ktdre jak sugeruja
Autorzy moze by¢ wykorzystane do niwelowania zgubnych skutkow stresu oksydacyjnego innych
chemioterapeutykow (zatacznik 4 pkt Il, ppk 4B, publikacja nr P17) - Jabtorska-Trypuc Agata,
Kretowski Rafat, Kalinowska Monika, Swiderski Grzegorz, Cechowska-Pasko Marzanna, Lewandowski
Wtodzimierz. Possible mechanisms of the prevention of doxorubicin toxicity by cichoric
acidantioxidant nutrient. Nutrients: 2018: 10, s. E44 21pp.

W realizowanych we wspotpracy badaniach kwasu traumatynowego (TA) wykazano jego
wptyw na hamowanie proliferacji i obnizanie zywotnoéci komdrek oraz nasilanie aktywnosci kaspazy-
7. Efektem wyzej opisanych badan jest publikacja (zatgcznik 4 pkt I, ppkt 4B, publikacja nr P20) -
Jabtoniska-Trypu¢ Agata, Kretowski Rafat, Wotejko Elzbieta, Wydro Urszula, Butarewicz Andrze;j.
Traumatic acid toxicity mechanisms in human breast cancer MCF-7 cells. Regulatory Toxicology and
Pharmacology: 2019: 106, s. 137-146.

Kolejny ciekawy wynik bedacy efektem wspdtpracy dotyczyt oceny wptywu kwasu
cykoriowego (CA) na mozliwo$¢ eliminacji stymulujacego dziatania pestycydéw (mezotrion) na
komorki czerniaka (linia A-375) i toksycznego wptywu herbicydéw na komdrki prawidtowe skéry
ludzkiej — fibroblasty (CRL-1474). Jak wykazano sam mezotrion stymulowat zywotno$¢ komdrek
czerniaka, a w potaczeniu z CA byfa ona znaczaco zmniejszana. CA hamowat prooksydacyjng i
proapoptotyczng aktywnos¢ mezotrionu w fibroblastach (zatacznik 4 pkt I, ppkt 4B, publikacja nr
P21) - Jabtoriska-Trypuc¢ Agata, Kretowski Rafat, Swiderski Grzegorz, Cechowska-Pasko Marzanna,
Lewandowski Wtodzimierz. Cichoric acid attenuates the toxicity of mesotrione. Effect on in vitro skin
cel model. Environmental Toxicology and Pharmacology: 2020: 77, Article 1D 103375, 12 pp.

Dr R. Krgtowski jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biologii Komarki.

Dziatalnos¢ dydaktyczna

Stanowiska asystenta, a od roku 2016 adiunkta naukowo-dydaktycznego obligowaty/obliguja
dr R. Kretowskiego do prowadzenia zaje¢ ze studentami. Habilitant zaangazowany jest w
prowadzenie ¢wiczen z Biochemii dla studentéw Il roku kierunku Farmacja, Il roku kierunku Analityka
Medyczna, Il roku kierunku Kosmetologia oraz | roku kierunku Dietetyka.
Kandydat opracowat program i prowadzi zajecia fakultatywne dla studentéw V roku Analityki
Medycznej pt.: ,Techniki zaktadania i prowadzenia hodowli komérkowych”. Opracowat program i
prowadzi seminaria dla studentow Il roku kierunku Kosmetologia pt.: ,Budowa i organizacja macierzy
pozakomorkowej: kolagen”, oraz ,Budowa, transport i transdukcja sygnatu przez btony biologiczne”.
Dla studentow Il roku Szkoty Doktorskiej UMB prowadzi zajecia praktyczne pt.: ,Cytometria
przeptywowa - mozliwosci zastosowania w badaniach biomedycznych i farmaceutycznych”. Jest takze
opiekunem doktorantki mgr Wiktorii Piskorz (Il rok Szkoty Doktorskiej Uniwersytet Medyczny w
Biatymstoku). Byt kierownikiem 5-ciu realizowanych w zaktadzie prac magisterskich.

Dziatalnos¢ organizacyjna

Dr R. Kretowski aktywnie wigczat sie w dziatalnos¢ organizacyjng Wydziatu Farmaceutycznego
z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku m.in. wchodzit w
sktad Wydziatowej Komisji Rekrutacyjnej (lata 2010 — 2017). W Zakfadzie wspdtorganizowat
Pracownie Hodowli Komoérkowych i Mikroskopii Fluorescencyjne;.
W latach 2017 i 2018 prowadzit warsztaty ,Metody hodowli i immunofluorescencyjnej analizy
komdrek nowotworowych” w ramach XV i XVI Podlaskiego Festiwalu Nauki i Sztuki.



Uwagi

Dos¢ czesto w autoreferacie dr R. Kretowski pisze o badaniu ekspresji biatka (np. str. 12, 21),
sugerowatbym odnoszenie sie do poziomu stezenia biatka, poziom ekspresji dotyczy genu na
poziomie mRNA. Podobnie, stosowane przez Habilitanta okreslenie rak sutka zamienitbym na rak
gruczotu sutkowego.

Habilitant nie odbyt stazu zagranicznego i nie nawigzat kooperacji naukowej z o$rodkiem
zagranicznym.

Podsumowanie

Podsumowujac osiggnigcie naukowe dr Rafata Kretowskiego nalezy podkresli¢ spdjnosc
wyselekcjonowanych prac, Jego role lidera w tworzenie koncepcji, zaprezentowania wynikow
wnoszacych nowe elementy w rozw6j badar zwigzanych z poszukiwaniem nowych metod
diagnozowania i terapii nowotworéw. W celu rozwigzania problemu naukowego Habilitant potrafit
nawigzywac kooperacje i prowadzi¢ badania wielotorowo z zespotami zajmujacymi sie badaniami
nanoczastek o charakterze dualistycznym - magnetycznym i fluorescencyjnym, syntezg nowych
pochodnych z grupy 1,3,5-triazyny czy kwasu traumatynowego (TA), nanoczastek krzemionki (SiNPs) i
zredukowanego tlenku grafenu, komplekséw doksorubicyny (DOX) z metalami (Mg, Mn, Co, Ni, Fe,
Cu, Zn) oraz zwigzkami o potencjalnych mozliwosciach zmniejszania niekorzystnego dziatania (DOX i
mezotrion) jak kwas cykoriowy (CA). Opanowat szereg nowoczesnych technik badawczych do ktérych
zaliczy¢ mozna m. in. hodowlg komérek in vitro wraz metodami ich analizy takimi jak cytometria
przeptywowa, mikroskopia fluorescencyjna, analizy immunologiczne z wykorzystaniem czytnika
mikroptytek i technike Western blot, analize rozktadu wielkosci, objetoéci oraz liczby komorek,
system do hodowli guzow nowotworowych in ovo, a takze metode Real Time PCR.

Oceniana rozprawa habilitacyjna, dorobek naukowy spetniajg kryteria stawiane kandydatom
ubiegajacym sig o stopien doktora habilitowanego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Przedktfadam zatem wniosek do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o
dopuszczenie dr n. med. Rafata Kretowskiego do dalszych etapéw postepowania habilitacyjnego, w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.




